













 4.1 Desain Penelitian  
          Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang bertujuan untuk 
mendapatkan data diameter zona hambat senyawa dalam fraksi n-heksan buah 
Limonia acidissima L. terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus  aureus dengan 
metode difusi cakram. 
 4.2 Lokasi Penelitian  
          Penelitian di laksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran 
dan Laboratorium Sintesis Fakultas Ilmu Kesehatan, Universitas Muhammadiyah 
Malang. 
4.3 Alat Penelitian  
4.3.1 Alat Pembuatan Serbuk Simplisia 
1. Mesin penggiling    
2. Pengayak mesh 20 dan 40   
3. Timbangan analitik balance 
4. Oven BINDER  
4.3.2 Proses Ekstraksi 
1. Timbangan analitik balance       8. Pipet tetes  
2. Gelas ukur          9. Stopwatch  
3. Gelas piala 1000 ml       10. Sudip besi 20 cm  
4. Cawan Porselen Ø 10 cm       11. Erlenmeyer 1000 ml  
5. Penyaring Buchner 100 mm         12. Rotary evaporator vacuum Buchi R-215  
6. Batang pengaduk        13. Mesin pengaduk  
7. Oven BINDER  

















5. Tabung reaksi 
6. Hotplate 
7. Kawat ose  
8. Pipet volum 




4.3.4 Alat Pewarnaan Gram Bakteri  
1. Bunsen 
2. Kawat Ose 
3. Object Glass 
4. Baki Pewarnaan 
5. Kertas hisap (Tissue) 
4.3.4 Identifikasi Provil KLT 
1. Cawan porselen 
2. Chamber 
3. Lempeng KLT 
4. Penampak noda 
5. Pinset 
6. Pipa kapiler 5µl 
7. Sinar UV 
8. Timbangan analitik balance 
9. Vortex (VM-300) 
10. Hotpla
4.4 Bahan Penelitian  
4.4.1 Bahan Uji 
Bahan tanaman yang digunakan pada penelitian ini adalah ekstrak n-heksan 
buah Limonia acidissima L. Bagian buah yang diambil yaitu bagian buah yang belum 
matang yang berwarna putih kekuningan. Buah ini didapatkan di kota Bima NTB 
yang diambil dengan cara memecahkan tempurungnya, kemudian isi diserut atau 
dikikis dengan menggunakan sendok. Selanjutnya hasil serutan dijemur 
menggunakan sinar matahari hingga kering, sehingga diperoleh sampel berupa 
simplisia. Simplisia tersebut digiling sehingga diperoleh sampel berupa serbuk 
dengan ukuran 30−45 mesh.Mikroba uji yang digunakan adalah S. aureus yang 
diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi dan Parasitologi Universitas 
Muhammadiyah Malang. 
4.4.2 Proses Ekstraksi 
1. Pelarut N-heksan teknis  













4.4.3 Pengujian Difusi Cakram 
1. Fraksi N-heksan buah Limonia 
acidissima L. 
2. Nutrien Agar (NA) 
3. Aquadest steril 
4. DMSO 
5. Stacbilococcus aureus  
6. Kloramfenikol 30 µg/disk 
4.4.4  Pewarnaan Gram Bakteri 
1. Biakan S. aureus 
2. Kristal Violet 
3. Iodin Gram (Lugol) 
4. Safranin 
4.4.5  Identifikasi Senyawa Dengan KLT 
1. N-heksan teknis 
2. Etil asetat teknis 
3. Larutan KOH 10% dalam 
methanol 
4. Pereaksi FeCl3  
5. Asam sulfat 10% 
6. Mikropipet 5 µl 
7. Anisaldehida asam sulfat 
8. Lempeng KLT silika gel 60 
F254 
9. Asam formiat pro analisis 
4.5   Definisi Operasional 
1. Senyawa uji pada penelitian ini yaitu dengan pemngambilan senyawa yang  
terdapat pada fraksi n-heksan  buah Limonia acidissima L. yang sebelumnya 
telah dipisahkan dengan teknik perwarnaan. 
2. Diagonal zona hambat merupakan zona bening yang dihasilkan dari aktivitas 
senyawa uji fraksi n-heksan dalam hal ini didapat besar diagonal zona bening 
tersebut menandakan daya hambat dari aktivitas senyawa uji fraksi nheksan 
buah Limonia acidissima L. 
4.6 Sterilisasi Bahan dan Alat  
Semua alat yang digunakan, terlebih dahulu disterilkan melalui proses 
sterilisasi, yaitu dengan cara sterilisasi kering dan cara sterilisasi basah.  
4.6.1 Sterilisasi Kering  
Sterilisasi kering meliputi cara sterilisasi dengan api langsung dan cara 













1. Sterilisasi dengan api langsung.  
Sterilisasi ini dilakukan  terhadap peralatan seperti jarum ose, pinset, spatel, 
mulut tabung dan batang pengaduk.  
2. Sterilisasi dengan oven pemanas.  
Oven pemanas digunakan untuk sterilisasi peralatan gelas yang tidak berskala, 
seperti cawan petri, tabung reaksi, dan penjepit. Alat-alat yang disterilkan 
dimasukkan ke dalam oven setelah mencapai suhu 160°C selama 1-2 jam 
(Hafsan et al.,2015). 
4.6.2 Sterilisasi Basah  
Sterilisasi dilakukan dengan menggunakan autoklaf. Peralatan yang 
disterilkan dengan sterilisasi basah diantaranya gelas ukur, erlenmeyer, dan pipet 
tetes. Proses sterilisasi ini dilakukan pada suhu 121°C selama 15 – 20 menit (Hafsan 
et al.,2015; Back, 2001). 
4.7 Variabel Penelitian  
4.7.1 Variabel Bebas 
Variabel bebas pada penelitian ini adalah penentuan komponen senyawa 
metabolit sekunder pada fraksi N-heksan buah Limonia acidissima L yang akan 
digunakan pada pengujian antibakteri dengan metode difusi cakaram dengan 
konsentrasi 30 mg, 50 mg dan 100 mg. 
4.7.2 Variabel Terikat 
Variabel terikat pada penelitian ini adalah diameter zona hambat yang 
dihasilkan oleh fraksi n-heksan buah Limonia acidissima L.dalam menghambat 
pertumbuhan bakteri S. aureus yang ditandai dengan adanya zona bening disekitar 
senyawa uji pada media agar, dimana besarnya diagonal zona bening tersebut 














4.8 Metode Penelitian  
4.8.1 Rancangan Penelitian 
Pada penelitian ini bersifat eksperimental bertujuan untuk mendapatkan data 
diameter zona  hambat senyawa dalam fraksi n-heksan buah Limonia acidissima L. 
terhadap pertumbuhan bakteri Stabilococcus aureus secara in-vitro dengan metode 
difusi cakram.  
Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan dua perlakuan yakni  kelompok 
uji yaitu  faraksi N-heksan dan kelompok kontrol positif (kloramfenikol) dan kontrol 
negatif (DMSO 1%). Pada penelitian ini juga melalui beberapa tahapan yakni 
Persiapan simplisia, penarikan komponen senyawa ekstraksi, identifikasi kandungan 
kimia ekstrak dan pengujian antibakteri dengan metode difusi cakram.  














               
 





Pengujian Difusi Cakram 
Kelompok Uji : 
Fraksi N-Heksan buah Limonia 
acidissima L. konsentrasi bahan uji  
masing-masing 3%, 5% dan 10% 
Kelompok Kontrol : 
 Kontrol positif (Kloramfenikol 
30 µg) 














4.9 Prosedur Kerja 
4.9.1 Prosedur Ekstraksi Bahan Uji dengan Pelarut n-heksana 
Pada penelitian ini menggunakan metode maserasi perendaman. Bahan uji 
yang digunakan pada proses fraksinasi adalah serbuk kering buah Limonia acidissima 
L  Proses fraksinasi dengan menggunakan metode maserasi perendaman selama 24 
jam dengan dengan menggunakan pelarutn-heksan.. Cara pembuatan sebagai berikut : 
1. Timbang serbuk halus buah Limonia acidissima L. sebanyak 1,3 kg, dimasukkan 
kedalam bejana maserasi.. 
2. Larutkan dalam  n-heksan sebanyak 13 liter  (perbandingan 1:10)  kemudian di 
aduk sampai serbuk terbasahi, tutup bagian mulut bejana dengan aluminium foil 
dan didiamkan selama 24 jam. 
3.  Hasil maserasi diatas disaring dengan menggunakan corong buchner dan 
tampung filtratnya. (Filtrat 1) 
4. Residu dimaserasi kembali dengan n-haksan sebanyak 6,5 liter (1:5)  kemudian 
diaduk dan didiamkan selama selama 24 jam. Saring dan tampung filtratnya. 
(Filrat 2) 
5. Proses remaserasi dilakukan berulang dengan metode yang sama sampai pada 
filtrat tidak lagi menunjukan adanya komponen yang tertarik dengan pelarut n-
heksan. 
6. Proses maserasi dilakukan hingga semua senyawa yang terdapat pada buah 
Limonia acidissima L. tertarik oleh pelarut n-heksan. Hal ini ditandai dengan 
dilakukan tes pada plat KLT yakni tidak ada noda yang terbentuk pada plat KLT.  
7. Filtrat dikumpulkan lalu dipekatkan dengan rotary evaporator vacum sampai 
diperoleh larutan ekstrak kental. Kemudian ekstrak kental dipindahkan ke cawan 
porselen. 
8. Ekstrak kental dikeringkan di oven pada suhu 40o C. 











































Gambar 4. 2  Bagan Alir Pembuatan Fraksi N-Heksan Limonia acidissima L. 
Serbuk kering buah Limonia acidissima L  
Maserasi dengan N-Heksan  (1:10)  selama 24 jam pada suhu kamar 
Penyaringan Residu 1 
Filtrat 1  
Maserasi dengan n-heksan  (1 : 5)  selama 24 jam pada suhu kamar 
Penyaringan Residu 2 
Filtrat 2 Maserasi dengan n-heksan  (1 : 5)  selama 24 jam pada 
suhu  kamar. Maserasi beberapa kali sampai  memberi 






Filtrat 1,2 3 dipekatkan dengan rotavory evaporator 
vacum hingga kental dan dipindahkan kedalam cawan 
porselin 
Fraksi N-Heksan  













Proses penentuan dengan menggunakan plat KLT untuk membantu 
identifikasi senyawa metabolit sekunder Fraksi n-heksan buah Limonia acidissima L. 
ditimbang sebanyak 50 mg dilarutkan dalam 1 ml n-heksan pada wadah tertutup 
rapat. Totolkan sebanyak 2 kapiler (10 µl) pada lempeng KLT, kemudian dieluasi 
dengan berbagai macam fase gerak. Eluen yang memiliki kemampuan terbaik dalam 
memisahkan komponen senyawa akan digunakan pada pengujian aktivitas antibakteri 
dengan metode difusi cakram (Farmakope Herbal Indonesia, 2008). 
 Pemilihan eluen n-heksan dan etil asetat memiliki alasan yang cukup kuat 
bahwa kedua eluen tersebut cenderung stabil dan memilii viskositas yang rendah, 
selain itu kombinasi eluen tersebut memberikan selektivitas yang memadai untuk 
campuran bahan yang akan dipisahkan, khususnya pada penelitian ini bersifat npn-
polar. Eluen dipilih pada konsentrasi yang sesuai dengan sampel yang dipisahkan 
agar kromatografi dapat berjalan dengan baik. Pemilihan kombinasi eluen 
ditunjukkan agar tidak memberikan hasil yang bervariasi. 
1. Fase diam : Silica Gel TLC 60 F254 
2. Optimasi fase gerak : 
1) Heksana : etil asetat =  8 : 2  
2) Heksana : etil asetat =  6 : 4 
3) Heksana : etil asetat =  4 : 6 
4.9.3 Identifikasi Komponen Senyawa Menggunakan plat KLT 
Fraksi n-heksan buah Limonia acidissima L. dilakukan identifikasi senyawa 
metabolit sekunder dengan penampak noda sebagai berikut : 
1. Alkaloid   : Dragendorff (noda berwarna jingga) 
2. Terpenoid (steroid) : Anisaldehida asam sulfat 10% (noda berwarna merah ungu) 
3. Flavonoid   : Asam sulfat 10% (noda berwarna kuning intensif) 
4. Antrakinon  : KOH 10% dalam metanol (noda berwarna merah hijau) 













4.9.4 Pembuatan Larutan Uji 
Langkah-langkah pembuatan konsentrasi larutan uji dibuat, sebagai berikut : 
1. Ditimbang fraksi n-heksan buah Limonia acidissima L. sebanyak 30 mg 
dilarutkan dalam 0,1 ml DMSO 1 % ditambah aquadest steril sampai 1 ml 
sehingga diperoleh konsentrasi larutan uji sebesar 3 % b/v. 
2. Ditimbang fraksi n-heksan buah Limonia acidissima L. sebanyak 50 mg 
dilarutkan dalam 0,1 ml DMSO 1 % ditambah aquadest steril sampai 1 ml 
sehingga diperoleh konsentrasi larutan uji sebesar 5 % b/v. 
3. Ditimbang fraksi n-heksan buah Limonia acidissima L. sebanyak 100 mg 
dilarutkan dalam 0,1 ml DMSO 1 % ditambah aquadest steril sampai 1 ml 
sehingga diperoleh konsentrasi larutan uji sebesar 10 % b/v. 
4.9.5 Preparasi Media 
Pada penelitian ini digunakan dua media yaitu Muller Hinton Broth (MHB) 
dalam pembuatan suspensi bakteri dan media Mullen Hinton Agar (MHA) untuk 
media pengujian aktivitas antibakteri. 
a. Pembuatan media Muller Hinton Broth (MHB)  
Pembuatan media Muller Hinton Broth (MHB) dilakukan dengan langkah-
langkah sebagai berikut : 
1. Ditimbang MHB sebanyak 21 g dilarutkan dalam 1 L aquades didalam 
erlenmeyer. 
2. Dididihkan diatas hot plate kemudian dimasukkan magnetic stirer untuk 
mempercepat pelarutan sampai didapatkan larutan media menjadi berwarna 
kuning jernih. 
3. Erlenmeyer ditutup dengan aluminium steril kemudian disterilisasi dengan 
autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C. 
















b. Pembuatan media Muller Hinton Agar (MHA) 
Pembuatan media Muller Hinton Agar (MHA) dilakukan dengan langkah-
langkah sebagai berikut : 
1. Dituang 38 g MHA lalu dilarutkan dalam 1 L Aquadest didalam erlenmeyer. 
2. Dididihkan diatas hot plate kemudian masukkan magnetic stirer untuk 
mempercepat pelarutan sampai didapatkan larutan media menjadi kuning 
jernih. Erlenmeyer ditutup dengan aluminium foil kemudian disterilisasi 
dengan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C. 
3. Dituang media steril ke cawan petri steril secara aseptis di dalam LAF. 
4.9.6 Pembuatan Standar Mc Farland 
1. Dipipet H2SO4 1% sebanyak 9,95 ml dan BaCl2 1% sebnyak 0,05 ml 
dimasukkan kedalam tabung reaksi. 
2. Dicampur kedua larutan pada tabung tersebut lalu dikocok sampai homogen 
dan terbentuk larutan keruh. 
3. Larutan ini merupakan standar Mc Farland 0,5 x 108 CFU/ml dandigunakan 
sebagai pembanding suspensi bakteri yang dibuat dalam preparasi bakteri. 
4. Disimpan pada suhu 4°C - 25°C dengan terlindung dari cahaya dengan self 
life 12 minggu. 











          TM 50 0.5 0.05 9.95 1.5 x 108 
          TM 51 1.0 0.10 9.90 3.0 𝑥 108 
          TM 52 2.0 0.20 9.80 6.0 𝑥 108 
          TM 53 3.0 0.3 9.7 9.0 𝑥 108 
          TM 54 4.0 0.4 9.6 1.2 𝑥 109 
          TM 55 5.0 0.5 9.5 1.5 𝑥 109 
          TM 56 6.0 0.6 9.4 1.8 𝑥 109 
          TM 57 7.0 0.7 9.3 2.1 𝑥 109 
          TM 58 8.0 0.8 9.2 2.4 𝑥 109 
          TM 59 9.0 0.9 9.1 2.7 𝑥 109 













4.9.7 Preparasi Bakteri 
1. Proses peremajaan bakteri diperoleh dari biakan murni yang diambil 
sebanyak 3-4 ose kemudian dicelupkan kedalam erlenmeyer yang berisi 
media Mueller Hinton Broth (MHB).  
2. Kemudian diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37°C. Setelah 24 jam 
warna dari larutan tersebut akan berubah warna menjadi keruh. Sebelum 
membuat suspensi bakteri, siapkan terlebih dahulu standar Mc Farland 0,5 
yang setara dengan jumlah perkiraan suspensi bakteri yaitu 1,5 x 108 
CFU/ml. 
3. Setelah itu dilakukan pembuatan suspensi bakteri Staphylococcus aureus L. 
dengan teknik dilusi (pengenceran).  
4. Bakteri uji diambil dari hasil peremajaan menggunakan mikropipet 
kemudian dimasukkan ke dalam 5 ml aquadest steril (tabung A), dikocong 
dengan menggunakan vortex dan dibandingkan dengan standar McFarland 
1,5 x 108 CFU/ml. Jika sudah sama maka dilakukan pengenceran hingga 1,5 
x 106 CFU. 
5. Proses pengenceran dilakukan dengan cara diambil 1 ml dari tabung A 
kemudian dilarutkan dengan aquadest sampai 10 ml (tabung B) dengan 
jumlah koloni bakteri 107 CFU/ml. 
6. kemudian diambil 1 ml dari tabung B dilarutkan dengan Aquadest sampai 10 
ml (tabung C), diperoleh koloni bakteri 106 CFU/ml.  
7. Untuk pengujian dilakukan penggoresan biakan pada media MHA di cawan 
petri yang diambil menggunakan kapas lidi steril kemudian digoreskan 
secara merata dan lanjutkan goresan sampai habis.  
Setelah proses menggores, bakteri diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam 
(Hafsan dkk., 2015). 
4.9.8 Perbandingan Jumlah Koloni Dengan Mc Farland  
Campuran antara bakteri Staphylococcus aureus dan media Muller Hinton 













kemudian dibandingkan dengan standar Mc-Farland secara visual. Jika jumlah koloni 
bakteri telah sama maka bakteri yang diambil dari biakan dicampurkan dengan 
aqudest lalu dioleskan secara merata pada media Muller Hinton Agar (MHA). 
4.9.9  Perwarnaan Bakteri Uji 
Perwarnaan bakteri uji yang dilakukan adalah pewarnaan Gram. Perwarnaan 
bakteri dilakukan untuk identifikasi dan untuk memastikan tidak ada kontaminan 
pada kultur kerja.  
1. Objek kaca yang digunakan dibersihkan dengan alkohol 96% dan 
dikeringkan. 
2. Kemudian tambahkan aquadest 1 tetes di atas objek kaca.  
3. Di ambil biakan bakteri yang akan dilakukan pewarnaan dengan ose steril 
(biakan bakteri yang diambil 1 koloni), kemudian ratakan biakan bakteri di 
permukaan objek kaca yang telah berisi aquadest.  
4. Kemudian difiksasi dengan api bunsen (lewatkan di atas api 2-3 kali). 
Setelah kering. 
5.  pertama ditetesi dengan pewarna Crystal Violet kemudian tunggu 1 menit 
lalu bilas dengan aquadest.  
6. Kedua, ditetesi dengan Lugol dan tunggu 1 menit lalu bilas dengan aquadest.  
7. Ketiga, bilas dengan alkohol 96% lalu bilas dengan aquadest. Keempat, 
ditetesi pewarna Safranin dan tunggu 1 menit lalu bilas dengan aquadest 
kemudian keringkan dengan tisu.  
8. Periksa dengan mikroskop (perbesaran 100 x 10), bakteri yang tetap 
berwarna ungu digolongkan kedalam bakteri Gram positif. Sedangkan 
bakteri Gram negatif juga berwarna ungu tetapi penggunaan Safranin akan 
mewarnai sel Gram negatif menjadi berwarna merah, sedangkan Gram 













4.10 Tahap Pengujian 
4.10.1 Pengujian Penghambatan Pertumbuhan Bakteri Dengan Difusi Cakram 
1. Disiapkan larutan uji masing-masing yang telah dibuat dengan konsentrasi 
30 mg/ml, 50 mg/ml dan 100 mg/ml, kontrol positif (Kloramfenikol 30 µg) 
dan kontrol negatif (DMSO 1%). 
2. Disiapkan media MHA (Muller Hinton Agar) yang telah disterilisasi. Dari 
tabung C yang telah dipreparasi sebelumnya yaitu (suspensi bakteri 106 
CFU/ml) dilakukan penggoresan pada media MHA yang diambil dengan 
menggunakan cotton both steril kemudian digoreskan dengan 3-4 bagian 
secara horizontal lalu putar cawan 90°. 
3. Dipipet menggunakan pipet 10 µl dari masing-masing lautan uji Limonia 
acidissima L. sesuai konsentrasi yang telah ditentukan. Kemdian diteteskan 
pada kertas cakram  kosong (ukuran diameter ± 6 mm) yang diletakan diatas 
kaca arloji sampai larutan terserap sempurna. Kemudian dikeringkan dengan 
oven pada suhu 37°C selama 5 menit (pengeringan dengan oven dilakukan 
setiap penetesan larutan uji), dan begitu juga dengan kontrol negatif. 
4. Dilakukan replikasi sebanyak 3 kali. Kertas cakram yang telah berisi dosis 
larutan uji, kontrol positif dan kontrol negatif diletakkan diatas permukaan 
media Mulleer Hinton Agar (MHA) yang berisi biakan uji secara aseptis di 
dalam Laminar Air Flow (LAF) yang menyala. Agar diperoleh kontak yang 
baik, kertas cakram dapat ditekan dengan lembut menggunakan pinset pada 
permukaannya. Jarak satu kertas cakram yang lainnya diatur sedemikian 
rupa sehingga berjauhan. Selanjutnya diinkobasi pada suhu 37°C selama 24 
jam. 
5. Dilakukan pewarnaan Gram. 
6. Pengujian senyawa antibakteri dilakukan dengan pengamatan yang 
dilakukan setiap 24 jam dengan melihat adanya diameter zona bening 
disekitar kertas cakram. Zona hambat yang terbentuk diukur dengan jangka 













4.10.2 Bagan Alir Penelitian 


























Gambar 4. 3 Prosedur Pengujian Antibakteri Dengan Metode Difusi Cakram 
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Permukaan Mueller Hinton Agar yang telah di olesi bakteri 
Staphylococcus aureus 
Diinkubasi pada suhu 37oC selama 18-24 jam 
Diukur zona hambat 
Dilakukan replikasi sebanyak tiga kali untuk tiap-tiap ekstrak yang diuji 
Sampel uji dan kontrol 
positif diteteskan pada 
disk cakram yang telah 






















4.11 Analisis Data 
 Pada penentuan analisis data dilakukan secara deskriptif dengan melakukan 
pengamatan terhadap pengukuran diameter zona hambat pada daerah berwarna 
bening dari masing-masing komponen senyawa yang telah dipisahkan pada fraksi 
buah Limonia acidissima L.  
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